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論 文 内 容 要 旨
序 論
ポリアミンは、すべての生体内に存在する1級 または2級 アミノ基を2個 以上有す る、低分子
の脂肪族アミン類の総称である。代表的なポ リアミンであるプ トレシン、スペルミジン、および
スペルミンは、核酸やタンパク質合成の促進作用および酵素活性の調節作用を持ち、細胞の成長
や発生 ・分化 に必須であることが明 らかとなっている。カダベリンは最も単純なポリアミンの一
種であるが、動物細胞では見出されないことや、原核細胞において も酸性条件下で誘導的に合成
される事実か ら単にpH調 節に関与する物質であるとされ、上記3種 類のポリアミンと比較して
ほとんど研究がなされていなかった。
ところがKamioらによ り、Se1θηomo蝦s川㎜[ηan孟fαm(1981年)やVθfπo刀ella(1987年)お
よび数種のルーメン細菌のペプチ ドグリカンにカダベ リンが共有結合 して存在 していることが見
出され、その特異な生理機能が注目されるようになった。5。rum加anだumは、緬羊のルーメン
内から単離 されたグラム陰性の偏性嫌気性細菌であるが、外膜および内膜 を構成する主 リン脂質
がプラスマロゲンとなっているなど、特徴的な表層膜構造を有す ることがKamioらにより報告さ
れている。一般のグラム陰性菌のペプチ ドグリカン層 にはムレイ ンリポタンパク質が結合 してお
り、外膜を細胞壁にっなぎとめて安定化している。ところがS,川m加an亡fumはムレインリポタ
ンパク質を欠損 してお り、これに替わるかのように、ペプチ ドグリカンのD一 グルタミン酸残基の
α一カルポキシル基はすべて、共有結合したカダベリンにより飽和されている(Fig。D。カダベ リ
ン合成阻害剤を用いた研究から、本菌におけるペプチ ドグリカン結合カダベリンの存在は細胞分
裂にも関与 している ことが明らかにされ、大腸菌や他のグラム陰性菌に見 られる リポタンパク質
関与のものとはかな り異なった、細胞表層膜上でポリアミン特有の本質的意義 を持っていると考
えられる。
Sru認ηaη"ωηにおいて、カダベ リンを供給しているのが リジン脱炭酸酵素(LDC)(EC4.1.
1,18)である。一般の細菌のLDCは酸性条件やリジンによる誘導酵素であるのに対し、S.nlmf-
nan亡拍mのLDCは 構成的な酵素であり、本菌の正常な生育に不可欠である。本研究室において
本酵素が精製され、諸性質が解明されたところ、既知の細菌の誘導型LDCと は異なる次のような
特徴を有することが判明した。(1)本酵素は分子量43Kの サブユニットの二量体として存在して
おり、既知の誘導型(大腸菌では分子量78Kの サブユニッ トの十量体)とは異なった物理化学的
性質を持っている。(2)決定された24残 基のN末 端 アミノ酸配列が、既知の細菌のLDCと は
全く異なっている。さらに興味深いことに、(3)本酵素はL一リジンだけでなく レオルニチンも基
質として認識 し、反感産物としてプトレシンを生成す ることが確認された(Fig。2)。一般にアミノ
酸脱炭酸酵素の基質特異性は高く、 リジンとオルニチ ンの炭素数1つ の差 を厳密に識別 してい
る。現在までに本酵素のように2つ のアミノ酸に同程度に作用する酵素の報告はない。これ らの
特徴か ら、本LDCは 他の細菌のものとは進化的な起源が異なる新規の酵素であることが期待され
た。
本博士論文ではS.nlm加aηむfumのLDCの遺伝子 をクローン化 し、本酵素の一次構造を明ら
かにした。その結果、本酵素は真核生物のオルニチン脱炭酸酵素(ODC)と約60%の 相同性を有
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し、既知の細菌のLDCやODCと は全く相同性を示さないことが判明 した。さらに、真核生物の
ODCの 基質認識はオルニチン特異的であることから、本酵素の2つ のアミノ酸を認識する機能と
構造 との関係 について、変異酵素を作製 して解析を行った。また、本菌の生育に伴 って起 こる
LDC活性の厳密な発現調節について検討を行った。
第1章&摺m'ηaη 佃mの 生育に伴 うLDC活 性の発現調節
本菌のLDC活 性の発現は、菌体の生育とともに厳密な調節を受けてお り、生育の定常期初期に
お いて活性の急激な低下が起 こる。本章では、この制御が転写 レベルで起こっているのか、それ
ともタンパク質レベルであるのかを検討した。
5.摺m加aη亡加 η を37℃、嫌気条件下、グルコースを炭素源とする培地で培養 し、菌体の生育
とmc活 性を測定した。また、LDCのmRNA量:とタンパク質量の経時的な変動をそれぞれノ
ーザンおよびウエスタンブロッティングにより解析した(Fig。3)。対数増殖期においてLDC活 性
は菌体の生育 とともに上昇し、培養4,5時 間後に最大に達 した。その後、菌体の生育が定常期に
入ると活性 は急激に減少 し、培養7時 間後には完全に消失した。LDCmRNA量は4時 間後に、
タンパク質量は4.5時間後にそれぞれ最大とな り、どち らもその後減少していた。しか しmRNA
量 は5時 間後以降に最大時の約29%で 一定になるのに対し、タンパク質は7時 間後にはまった
く検出できな くなった。 このことから、定常期初期に起 こるLDC活 性の消失は、タンパク質の速
やかな分解 に起因することが明らかとなった。また、転写 レベルにおいても負の制御機構が働い
ていると考え られる。
菌体当た りのLDCタ ンパク質量と活性の変動を解析した結果(Fig.4)、タンパク質は対数増殖
期申期(3.5時間後)までに菌体内に蓄積してゆき、その後ゆっくりと減少したのち4.5時間後を
境に活性と共 に急激な減少が起 こっていた。対数増殖期の間LDCに より生成したカダペリンは、
構成成分としてペプチ ドグリカンにとり込まれていく。しかし、定常期に入る4.5～5時 間後に
はペプチ ドグ リカンのα一カルボキシル基はカダベリンで飽和し、過剰 となった遊離のカダベ リン
が菌体内に蓄積すると考えられる。 この遊離のカダベ リンの蓄積により何 らかの負の調節因子が
誘導され、急激なLDCタ ンパク質の分解が引き起こされている可能性がある。
第3章で本酵素の一次構造が真核生物のODCと 類似 していることが明らかとなるが、マウス
のODCで は酵素反応産物であるポ リアミンによって誘導される調節タンパク質、アンチザイム
を介 した分解調節機構が解明されている。本菌においてもアンチザイム様調節タンパク質の存在
が予想され、その探索も含めたLDC制御機構の解明が今後の課題である。
第2章LDCの 精製とアミノ酸配列の分析
本章では、本酵素のアミノ酸配列の情報を得るために酵素タンパク質の精製を行った。この
際、従来の煩雑な精製法に改良を加え、菌体内含量が0。06%未満と大変低い上に、不安定で失活
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しやすい本酵素を、従来の2倍 の収量で得られる新しい精製法を確立した。
2-1LDCの 精製
精製 法の改 良 は、疎 水 クロマ トグラ フィー を基本 と して試み た。菌体 の フレンチ プ レス破砕 液
の上清 を回収 し、Buty1-Toyopearl、Phenyl-5PW、DEAE-5PW、HA-1000を用いたカ ラムク
ロマ トグ ラフィーを行 い、600の培養液(125.7g湿菌体)か ら、総活性54.3nkat、350μgの精
製酵 素標品 を得 た(Table1およびFig.5)。最初の2段 階の疎水ク ロマ トグラフィーで比活性 が
302倍に上昇 し、 このステップが大変 有効であ ることが 示 された。
2-2リシルエンドペプチダーゼによるLDCの断片化とアミノ酸配列分析
LDCの 精製標品をリシルエンドペプチダーゼにより限定分解 し、得られたペプチ ド断片のうち
6本の内部アミノ酸配列を決定 した(Fig。6)。
第3章LDC遺 伝子のクローニングおよび一次構造解析
第2章 で決定 したア ミノ酸配 列の情 報 をもとに、本章で はLDC遺 伝子(1dc)のク ローニ ングを
行い、5.㎜iηaロがumLDCの 一次構 造 を解明 した。
3-1LDC遺 伝子の クローニ ング
LDCのN末 端 および内部ア ミノ酸配列をも とにdegenerateプライマー を作製 し、Sれ1m1L
ηaη亡fロmの染色体DNAを 鋳型 としてPCRを 行 った。 まず、本酵素のN末 端側約1/7を コー ド
す る152bpの 断片が 得 られ 、さ らに この配列 を もとに して967bpの 断片 を得た(Fig.7)。これ
らの断片 の推 定ア ミノ酸配列中 には、2-2で 決定 した内部 アミノ酸配列 のすべてが含 まれてい
た。967bpの 断片をプ ローブに した、S,rumllnan亡fロmの各種制限酵素消化ゲ ノム とのサザ ンハ
イブ リダイゼ ー ションの結果 をFig.8に示した。約3.9kbpのEcoRI消化断片 を含むゲ ノム ラ
イブ ラリー を作 製 し、コ ロニーハイブ リダイゼ ー ションによるスク リーニ ングを100,000株以上
行ったが、陽性 ク ロー ンを得る ことができなか った。 このた めEcoRIカ セ ッ トを用 いたPCR
(Fig.7)によって1dcを含 む3,858bpの塩基配列 を決定 した(F19.9)。また、1dcのプ ロモータ
ー領域 につ いて
.PrhnerExtensionによる解 析 を行い、プ ロモー ターが2組 ある ことを明 らかに
した(Fig.10)。
3。2本酵素と真核生物のODCと の相同性
本酵素の全長393残 基の推定アミノ酸配列について相同検索を行ったところ、既知の細菌の
LDCやODCと ではなく、真核生物のODCと 約60%の相同性があることが判明した。一致する
アミノ酸は約40%あ り、真核生物のODCで 活性中心の形成に重要なアミノ酸残基はすべて、本
LDCでも一致 していた(Fig.11)。1999年にM.LHackertらによりマウスODCの 結晶構造が
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明 らかとされたが、本LDCの 二次構造予測を行った ところマウスODCの 二次構造と67%一致
し、これら2つの酵素が高次構造においても類似していることが示唆された。
原核生物のLDC及 びODCと 真核生物のODCと は、一次及び高次構造において大きく異なる
ことが報告されている。しかし本研究で、進化の過程では原始的な位置にある偏性嫌気性細菌の
本菌が真核型の酵素を有 していることが明 らかとなった。S.τum加an亡拍mが 真核生物に近いこ
とは、本菌の膜構成脂質にプラスマロゲンやグ リセ リルエーテル型リン脂質が含まれていること
か らも示唆される。本研究室ではごく最近、S.rロm加a謝ロmと 同じくペプチ ドグリカンにポリ
アミンを有するVeπ10ne1Zaparvulaにおいても真核型の酵素の存在を見出 した(小 野 ら、未発
表)。また、1999年に超好熱菌のTbe㎜oめgamar漉nlaの全ゲノム配列が報告されたが、この
始原細胞に近い真正細菌にも真核型のODCが 存在している。これ らの事実か ら、従来の原核
型 ・真核型というODCの 分類の枠を越え、真正細菌の中に真核型の酵素をもつ一群のグループ
があることが強く示唆される。
第4章S.川m加aη 切mしDCの 基質特異性に寄与するアミノ酸残基の同定
第3章 において、本酵素と真核生物のODCは よ く類似した構造を有することが示唆された。
それにも拘わらず、本酵素はリジンとオルニチ ンの2つ のアミノ酸を認識し、真核生物のODC
はオルニチンに高い特異性を示す。本章では、本酵素の2つ のアミノ酸を認識する機能が、構造
のどこに起因しているのかを解明することを目的として、S,π1m加aロ亡fumLDCの変異酵素を作
製して基質特異性の変化を解析 した。
4-1本酵素の2つのアミノ酸を認識する活性中心が同一であることの証明
LDCお よびODCに それぞれ特異的かつ不可逆的な阻害剤であるジフルオロメチル リジン
(DFML>とジフルオロメチルオルニチン(DFMO)を用い、リジンまたはオルニチンを基質とした
ときの本酵素に対する2っの阻害剤の阻害形式をUneweaver-B犠rkプロットにより解析 した
(Fig.12)。いずれの場合も拮抗的阻害であったことから、本酵素の2つのアミノ酸を認識する活
性中心は同一であることが証明された。
4-2S.rum'ηan畝」mLDCの変異酵素の作製 と基質特異性の変 化の解析
真核 生物のODCの アミ ノ酸配列 との比較か ら、マ ウスODCに おける補酵 素 ピリ ドキサ ール燐
酸(PLP>の結合す るK69、基質 アナ ログ阻害剤DFMOの 結合 部位C360、基質 のアミ ノ基 と相互
作用す るD361に一致 し、 いずれ も基質 との相互作用 に最 も重 要 と思われ る本酵 素のK51お よび
C323D324周辺 で、両者 のアミノ酸が異な る3つ の領域(Table2、BoxA,BoxB,及びBoxC)に
注 目 した。 本酵素 のそれぞれのBQXに お いて 、マウスODCの アミノ酸残基 に置換する変異 を導
入 し、変異酵 素を大腸菌で発現 させて菌体 破砕液のODCお よ びLDC活 性 を測定 した。BoxA
とBQxBに ついては基 質特異性 に変化 のあった6つ の変異酵 素 を精製 し、大腸菌 で発現 させた リ
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コンピナン トLDCと ともに反応速度のパラメーターをLineweaver-Burkプロットにより解析
した(Table3)。BoxAとBを組み合わせた4残基置換変異酵素A44V/G45T/V46P/P54Dは、
野生型に比ベオルニチンに対する特異性が4.6倍 高まり、オルニチンを優先的に認識する酵素と
なった。
LDC変異酵素の基質特異性に変化は見 られたが、マウスODCの 厳密な基質認識には至ってお
らず、基質特異性 と構造 との関係の解明は本酵素の三次元構造の解明を含め、今後の研究課題で
ある。
要 約
本研究ではS.π1m1㎞aη伽mのLDCに ついて、活性の発現調節機構、酵素の精製、遺伝子の
構造、及び2つ のアミノ酸を認識する機能と構造に関して検討 し、以下のことを明らかにした。
ユ,菌体の生育に伴 うLDC活性の発現調節について、定常期初期に起こる活性の急激な低下は、
酵素タンパク質の速やかな分解によることを明らかにした。
2.本酵素の精製法に改良を加え、従来の2倍 の収量を得 られる、疎水クロマ トグラフィーを基本
とした新 しい精製法を確立した。
3.精製 したLDCのN末 端および内部アミノ酸配列の情報 をもとに、PCR法により本酵素遺伝
子を含む3,858bpの塩基配列を決定した。
4.本酵素の全長393残基の推定アミノ酸配列は、既知の細菌のLDCやODCと ではなく、真核
生物のODCと 約60%の相同性を示 した。さらに、真核生物のODCに おいて活性中心の形
成に重要なアミノ酸残基は、本H)Cで もすべて一致していた。
5.本酵素の補酵素PLP結合部位周辺の4ア ミノ酸残基A44G45V46/P54を、オルニチンに特異的
なマウスODCの ア ミノ酸残基V62T63P64/D72に置換することによ り、変異酵素は野生型に
比べオルニチ ンに対する特異性が4.6倍高まり、オルニチンを優先的に認識する酵素となっ
た。
今後は、調節因子の探索を含む本酵素の発現制御機構の解明 と、本酵素の三次元構造の解明に
基づく基質認識機構と酵素高次構造との関係の解明が課題である。
原 著 論 文
[1】T撚 晦Y.,敏M.,Sug鵬 丁,M㎜oto,K,Tomi鴎,㎝dK㎝io,Y.(1999)Novel
characteristicsofSelenomonasruminantiumlysinedecarboxylasecapableofdecarboxylatingbothL-
lysineandL-ornithine.Biosci.Biotechnol.Biochem.,63,1063-1069.
[2]Takatsuka,Y.,Tomita,T.,andKamio,Y.(1999)Identificationoftheaminoacidresiduesconferring
substratespecificityuponSelenomonasruminantiumlysinedecazboxylase(PreliminaryCommunica-
tion).β'050孟・8'o満80乃〃o孟β∫oo舵〃露.,63,1843-1846.
一710一
[3]Takatsuka,Y.,andKamio,Y.(1999)Genecloningandmolecularcharacterizationoflysinedecarboxy-
lasefromSelenomonasruminantiumdelineateitsevolutionaryrelationshiptoornithinedecarboxylases
fromeukaryotes.J.Biol.Chem.,submitted.
参 考 論 文
[1)Kikuchi,Y.,Kojima,H.,Tanaka,T.,Takatsuka,Y.,andKamio,Y.(1997)Characterizationofasecond
lysinedecarboxylaseisolatedfセom1釣oゐε7'o腐αoo1∴誘 βαo卿 ∫o乙,179,4486-4492.
【21神尾好是、高塚 由美子(1996)ルー メン内窒素代謝 と生産性 〔3〕 ルー メン細菌 のペプチ
ドグ リカン結合 ポ リアミンと リジ ン脱炭酸酵素(総説》.畜 産 の研究,50(9),1025-1030.
一711一
一MurNAc-GlcNAc-
1
レAla
a
D・Glu→Cadave虚ne
1
rj
η昭εo・DAP
↓
n-Ala
一MurNAc-GlcNAc-
l
L-Ala
la
1)・Glu→Cadave血e
τ↓
meso-DAP-NH2
?
?
?
??
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。、N!↓器 、ユ 。、N<<<NH、
L-lysine
COz
・、N>～蹴 、」 .
L-ornithine
cadaverine
H2N嚇NH2
putrescine
Fig.2.EnzymereactionoftheLDCfromS.
剛 〃1肋α〃露〃徽TheLDCof&耀 雇 〃α鷹'πη3isa
bifunctionalenzyme,whichactsonbothL-lysineand
t,一〇rnithineandconvertsthemtocadaverineand
putrescine,respectively.
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Fig.3.FluctuationintheLDCactivity,thequantityofLDC,andmRNAforLDCduring
growthofぶ 川 〃伽 α〃∫加 π.Onekata1(kat)ofenzymeactivitywasdefinedaslmolof
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Tab亘e1. PurificationofthelysinedecarboxylasefromS.ruminantium.
LDC
Purification
steps
T talvo{.Tota{proteinTotalactivity(
ml)(x10-6kg)(x10_9kat)
YieldPurificationS
pecificactivity(%)(Fold)
(kat/kg)
Crudeextract*
Buty卜Toyopear1
650M
Phenyト5PW
DEAF-5PW
HA-1000
4295990
11885.7
15.82.59
2.750.531
3.500.350
1081
532
141
105
54.3
0.OOO181
0.00621
0.0544
0.198
0.で55
100
49.2
13.0
9.71
5.02
1
34.5
302
1100
861
*Preparedfromthecellsof60-literculture(125.7gwetcells).
Fig.5.
N鱒termi龍a且
#Zo
#13
#a3
#24
#$30
#31
Fig.6
1 2 kDa
一97.4
-66.2
-45
一31
一21.5
一 ユ4.4
SDS-PAGEanalysisofthepurifiedLDCfromS.ruminantium.
1:PurifiedLDCpreparation.
2:Molecularmassstandards.
●
fレom317」4〃π〃α〃露〃〃望.
151015
Met-Lys-Asn-Phe-Arg-Leu-Ser-Glu-Lys-Glu-Val-Lys-Thr-Leu-Ala
1620
-Lys-Arg-lle-Pro一()一Pro-Phe-Leu一(Val)一
1S10
-Arg一工1e-Pr。一Thr-Pro-Phe-Leu-Vo1-Alo-Ser-Leu-Asp-
15
-Vat-Gtu-Gtu-Asn-Tyr-Gtn-Phe-Met-
1510
-Gly-A1α一Pro-Vq1-Glu-Glu-Alo一しeu-Asp-Leu一しeu一(工1e)一
15
-Val-Leu-Val一()一Gtu-Met-Gly-Ser-Tyr-
151② ユ5
-Thr-Arg-Gly-Glu-Gtu-Pro-Ser-Tyr-Ite-Leu-Asp-Gtu-Gly-Thr-Ile/Tyr-
1519
-A1.α一Asn-Pro-Thr-Pro-G1ロー11e-Leu-Ser-Met/Leu-Gly/Leu-A王σ/工1e-Gly-
TheN-terminalandinternalaminoacidsequencesoftheI,DC
oo
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kbp
2瓠
2ミ.
勘 ・RI〃C(一12kbp)ε ・・Rl
[ゴ 一ー ～, 、 、 ← 」ピコ 聖艦 晶。
幽152bp967bpl一
.議艦 繍こ綴灘 ～～5慾・鰍 船漁 編輪霧鎌 噛 こ・賦ミ融齢献 癖W編 凶～蟻職撫。篇 ニ漏一燃
↓ ～1・8kbp～13kbp↓
kbp
6.55一'
4.36/
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麓 襖
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150bpノ
:こlll=:瓢1鴛 プ
<トー L3kbp
Fig.7。Sequenci皿gstrategyfbrLDCge醗eusing1㌃oRIcassetteandthePCRprodncts
homcbromosomalDNAofa摺 磁 〃4〃伽 配.
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肩～一⊥L一 麟 齢 一⊥⊥→～一
濁説
Fig.8.Southernblotana亘ysisofthegenomicDNAfヒom畠膨 雁 παπ伽 配
wit血thedoned】)NAprobeandrestrictionmapof丑ysinedecarbo】【ylasegene.
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GAA丁T⊂AAAτAAG⊂GAAA1「AATAAAGGGAATCCTTGTτGGτGAGGATTCCC「「「了丁G丁マτ丁(:了τCA丁ATτAT丁了G丁了G丁ACATGCGGT丁
レr● ▲ κ κ γ 轟fRハ1
CAGGGCA丁TGTCT丁TGAAGATATTGC(二丁TGTT(=GATATAG(:G(罰「 GA{二CA了CT了T'『〔二GGA↑'「丁G丁G(二CGrrGTCTG⊂CGCATGAo「GG↑⊂ G
二4κoκFIlv6Qε1γ ♂～ κ γ 轟fκ ε ∫ κ θ 」～ アOJ～ 轟flγ 乙
GGCGT(:GATA丁(GT6TτGGG(:GG(二GCTGGTGGCAAAGC(GCGGCG(:AGG(:TGτGG(:(=GGCGAAGAG6TGTTCA丁CGAGG(:CTG(=CAGC《=(=
AOIρ κQA肉57ム 戸6RR正5κ6AF乙"εDZ6ハL6
CA(:GTATτrCTTGA(=GAT⊂AGGG⊂CACGGA丁丁丁AT GGA G(:TGGGTAτ「 {=6⊂AGG⊂T(7GTA⊂C(ITGGTAATGGGGCGGAAGAτ丁GG
yγ κ κ γ1巴4レ5κ0∫ 乙Qア κ ぞ～ 乙 ∫Qレ 尺 γ1ρRFIP
丁C⊂C{=G∈TGGATCTGGGCAGTAT(:⊂A(…(:CATTTT丁TCAGGG(:CCGTA{:GG(:6⊂AGATτrCAG(:{:TGCGGGGCATAGGGGATGGCAATC丁G
σ κHI{2瀦 アo乙 鐸 κ κz4Rγ'4ご1εAqρ4γPI41Q
TT(=A(二(二ATGG(1(二CAG(二TGGT⊂GC⊂TTq「GGAATGGG(二(二AτAAAGAτGAτG《(:G⊂(二(二1「怠GGG(=GTGヘへTGτCへG T(=τTCATATτGGへTGTG
EGHGLQDGKSHAMFIIVGQPTFTLDEYQIH
CACGAGTTCCGA6C6∈CGGAAGGCCCCGGCAAAGCCCAGG丁AGA丁CAGGGC「「1'G↑CACGCAGGCCACTCAA1[[「「rCCTCAT⊂GAACAG
VLESRRfAGAfGLYILAKDRLGSLKEEDF1
GT(:AG⊂CAGCAGAorAGAGGGTTT⊂CA了CAGGATGGGGGAT丁了GCCT(:G(=TGGAAGGTG⊂⊂T了TτTC(:CGG⊂GGAlrGG(IGGACA丁GG⊂TGC
DALLYLTEMLIVSKGRQFTGKERRIASMAA
CCGGAC(:ATG⊂CGTCCT丁GGCGGGA↑TATGACGG(=CGCTGAAGCCGGCGGこGA丁ATGG丁丁丁T G AGATG CGG CAC⊂CGGCGGGAGA(:
1～ γ 轟460κ 」4P遅 θR65Fσ,441H〃 ε51メ 」 τ レ 尺R∫ γ
G6TAττGGC(:τTGG(:AT(=AT(:GG⊂CAGGTCATTGATGTAGT丁GACGATGG丁TT(:(=GG(=GAGG⊂GGG(二AA6T(二CGTτA⊂GCCATGGTATτG
TNAKADDALDNIYNVITEPSAPLOTVGHYQ
ACACCAGTCGGAAAAATCGCτ⊂くA TCACAGGCATAGG⊂⊂TT AGG⊂TATTGTCGG⊂⊂了T GAτ「「「r⊂CAGACGG⊂GTτTGG⊂CrrCAG
`鐸05Fρ5膨0ご4γAκ £ ア 配04κ ∫ κ ε 乙 κRκ4κ`
GGAAAGGCGTTCATTATTTTCAATGCGGGCATTTTTTATCAGCATAAAATTATCTTTGATTTTCATGATGAACCTGCTTTCAATTAAAAG
SLRENNEIRANKICMFNOKIK'M-
GATATATAATAACATCTTACAACATTTTGGCAGGAAATAAAATAACCCTACCGCAACCGCGATAGGGTTATTTTATGATATATCAGCTTT
門 諮 ….35零8蹴83署 蹴器星鰭=醐 ゆ ◎ ε蹴8認3闇339淵3
丁6GTGATATTATGCGCAAATTAAAGGG(:A(:GCTGAA(:CTτA(二(=AGAACG(=AGG(:AA⊂G(:GTG{:AGACG丁TGA(=A{:GCTTAAC丁TCGC⊂丁丁
◆ 二'4RQyκ σ5RLCRT`VNyRκvε σ
⊂AACGACAGCG(:GTACACGCTGGATGτTCGGCTTC{:AAGTGCGTCTCGTCTTCAGAτGGGAATGGCTGACATTG丁TG(=CGGACAGTτCGC
fVVARVRQINPKWTRRTKLHSHsVNNGsLE
CTTT⊂GCG⊂AGAτ丁TCG⊂AAACA⊂TTGCCATGTGTTACA⊂CTCCTTAAC⊂TGT6GGAG⊂CAA⊂TGC丁CCCAACACA⊂AATAATGGTAlr「丁.
GKACIECVSAMtSCCOCi-10
黛G⊂聯 蝋GCへGGGGq6TG猟Gτ八πmA幅 ⊂crGG軸職㎜^τ 画mT面 πGCくπCAT…
P2(一1のP2(一35)P1(一35)一35
πA丁A嬬1触G⊂CTATGAGAT`M⊂^G買GTC醐CATCπ蝋mAmTCGG晶TGG㎝Gτ㎝ 轟TG響平 鰹
τrAG⊂GAAAAAGAAGτAAAAACGCTTGCCAAG⊂GτATCCCGACGC⊂CT丁TτTGGTGG⊂1'丁CAC↑GGACAAGGTTG《GGAAAACτACCAGT
SEκEVKTLAKRIPTPFLVASLDKユ ∠一」三剛」E■暉」止■一L_2L」二
TTATGCG(=CGT(=Aτ「τGCCGCGGGCGGGAGTGTT丁τATGCCATGAAGGCGAATCC丁ACGC⊂AGAAATA(=τGTCCC下GCTGGCT∈G(:⊂TτG
闘R只HしPRAGVFYAMκANPτPEILSしLAGLG
GT了C下(A(=TTTGATGTGG⊂⊂TCTG⊂⊂GGGGAGATGGAGATCCTCCATGAA↑丁GG CGTAGATGG了丁CC(:AGAτGATA丁A↑GC(:AATCCGG
SHFDVASAGEMEILHELGVDGSQMIYANPV
丁AAAGGATGCCCGT6GCC丁CAAGGCTGCGGCTGACTACAATGTCCGCCGGTr「AC丁TTCGACGAτCCGTCGGAAAT⊂GACAAGATGG(《:A
KDARGIKAAADYNVRRf7FDDPsEIDKMAK
AGGCTGTGCCGGGAGCCGATGTGCTGGTGCGCATCGCCGTGCGCAACAACAAAGCTTTGGTGGATCTGAATACGAAGTTTGGTGCGCCGG
AVPGADVLVRIAVRNNKALVOLNTKFGAPV
TGGAAGAAGCGCTGGAT⊂TTττAAAGGCTGCGCAGGATGCTGG⊂CTGCATGC(:ATGGGGAT丁丁GCT丁C(:A丁GTGGGCAGC⊂AGTCCCTGT
E__EALD__Ll_KAAQDAGLHAMGICFHVGSQSLS
⊂TA(GGCGG⊂TTATGAGGAAG⊂⊂(:T CTGGτGGCT⊂G丁AG6CTCT丁TGATGAGG⊂GGAAGAAATGGG(=A丁GCA⊂CTGAC「GA(:CTCGA⊂A
TAAYEEALLVARRLFDEAEEMGMHLTDLDI
丁CGGC(…G⊂GGT丁τ(:(:(:丁Gτ丁⊂CCGAτGC(:AAGGGGCTCAAτGTGGATCτGGCGG⊂CATGATGGAAGCCATCAACAAGCAGATCGAC(=GC⊂
GGGFPVPOA箋 くGしNVDしA《 賦MEAINKQIDRL
TG丁TCCCGGATACA6⊂TG丁丁TGGACGGAAC⊂GGGCCGT'「A丁AτGTGCGGτACGG⊂GGTGAACCTCGTCA⊂ATCGGTτAT(:GGCACGAAAA
FPD了AVWτEPGRY闘 ⊂GT貞V閥LVTSVIGTK'「 鴨
CC⊂GTGGTGAG(=AGCCTTGGTA丁AτCT了AGATGAAGG⊂AτCTAT6GCTG⊂TT⊂TCCGGCAτCATGTAτGA⊂CAC下GGACGτACCCGCTTC
_一里一一L_IYGCFsGIMYDHWτYPLH
AττqCτ(二GGCAへG6GGへATAAGAAA(=(二ττ⊂GA(=τTT⊂GG(二GGC(二(二⊂AGCτGCGAτGG⊂AτCGへτGτ CτσAτ(二G(二GACTT〔=八τGG⊂AC
CFGKGNKKPSTFGGPSCDGIDVLYRDFMAP
CGGAG⊂T(:AAGATCGGGGACAAGGTGCTGGTGACGGAAATGGGTT⊂(二TATAC⊂AGCGTCAGCGCτACGCG丁了T(= A G了丁TCTACCTGG
ELKIGDKYLYTEMGSYTSYSATRFNGFYLA
CGCCCACCATCATCTTTGAGGACCAGCCGGAATATGCAGCCCGTCTGACGGAAGATGATGATGTGAAGAAAAAGGCGGCTGTATAATGGA
PTIIFEDQPEYAARLTEDDDVKKKAAV
TATTGAGGAAAτCAAGCATATGC「GTTCCACGCTTTGA⊂G6AAGAATCCT丁GGAAGCAAAGCTGGACGAAG㎝ATCC(:AG⊂AGGAAGT
CTACAGGA「「「「rGCAGGAG(=丁GGAT丁ACτ'「丁A⊂C TGAC(=ATGGAGGAGτ丁TCAGCAGGGCATAGAAGCAAT'G(:AGAAAGAG⊂ACGAA'「A一
燃TCCT(二C{:(二CTCGGGGGAGG(二1「rT'「rτGCTTACAGAC「(=T丁TlrCへGATAGAGA了GττTGTAG AτA⊂GC△《 GTT (二τAτACTTAT
舳闇國一國一騨・●D嘲 ●胴胴一一一 一噛
T〔:AATGAτAATATT↑AGGGAGGAA{:G●「 丁 G ATCAT丁TATGGGGGCG(:↑GGGG(コ丁了A'「 C :T(:GGCA⊂Tττ GCA⊂丁GGTCTGG⊂⊂A
AAACGGC丁GGAA(:TGGC丁GCCCATTATGTAτCCATGGGG(:TGG(:GGCTGTGGCCAG(:(:TT《'「GGTGTTGGG⊂⊂1'G丁CCC↑GC「GGAAATG
GGGCTGGG(ニム(TGGCGG(:CTTTG6CAGCTGG{i⊂(二GTTATT(二ATTGGTGGT6GATG(5(二TGGG{;τGくAG{二TTT(二CTGC「GATCA1℃GGく⊂TT
TCGGGGACGGCAG丁6AGCACCτATGGTCTGGG⊂TA⊂GG⊂CGGGGA丁ACTTAGGTGCC⊂G⊂ATCCGGCAGCTGGCAGGAC'「「「GGAACCrG
τ丁C「丁AGGCTCCAT6GTGCTGGTGGτACTGGCTGG⊂GATGC⊂丁丁TACCτrτATCC「GGCCTGGGAA67CATGGCACrGGTAτCAτ「CC了G
CτGGT(:AATCACGAGAGTGAGAAGAAG(:AGC「GGτGAGTGCGGCCTAτC《GTATATGG了CATGACGCATCTGGGCACGGCGGC⊂A了丁(=TG
GTGGCCTTCTATATTTTAGGCAGCGGAGCGGAGAGCTTTGCCTTTGTGGATTTAGCGCATAGTGAACTTTCGCCAGTCATGAAGCATATC
GC(コ[「TGG(:TGTGCC丁r「ACAGGCTTT6⊂⊂CT AAA CCGGT⊂rGATG⊂CGCTGCATGTC「GGC丁G(=CCAATG(:CCA了⊂(:GG GGC ⊂CA
TCC⊂ATGTGTCGG⊂6CTCATGAGCGGC(引「GATGCTGAAAGTGG⊂GGT⊂TACGG了1rT⊂GGCCGCT丁CG了1「「「rGAAT丁(:
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Fig.g.Nudeotideseqロenceofthe置ys面edecarboxy塵asegene(〃c)and皿釦nkingregi①瞼 飾om&川 〃伽 α漉 加 〃2.The
strandshownisfromthe5'to3'direction.Thededucedaminoacidsequenceisindicatedbythesinglelettercodeunder
thenucleotidesequence.Forldc,theaminoacidsequencechemically,putativeribosomalbindingsite,promoter
sequences,translationterminationcodon,andtranscriptionterminationsequenceareindicatebysingleunderline,double
underline,boxes(whiteboxes,promoter1;blackshadedboxes,promoter2),singleasterisk,andhorizontalarrows,
respectively.ForORF2andORF3,ribosomalsequences,promotersequences,translationterminationcodons,and
doublewavedlinesandtranscriptionterminationsequencesareindicatedbydoubledottedunderlineandtripleunderline
singlewavedlines,closeddiamondandclosedtriangle,anddoubledottedinvertedarrowsandsingledottedinverted
arrows,respectively.
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(B)
AGCAGGGGG製GrrATTTπA鱈CCrGGAAAAAAmTA
Pwiz(一35)P2(一35)
卿A了G翼 題C　A…齋 触GCα響A　
AGTTGTCAATTCATCTTAAATTTATTATCGGAATGGGTTGTGTTATGAAAAATTTCAGAC
S.D.MK鰐FRし
1500
1560
1620
TTAGCGAAAAAGAAGTAA《AACGCrTGCα㌧A6CGTATC(⊂GACGCCC了7ττrGGTG6Cr「1680
SEKEVKTLAKRIPTPFLVAS
CACTGGACAA6G丁τ AGGAAAA(コ.AC⊂AGTr「「A G⊂GCC6↑CATTTGC⊂GCGGGC6GGAG1740
しDKVEE閥YqF麟RRHLPRAGV
TG而ATGCCATGAAGGCGAAT⊂C1「A(:G(:CAGAAA1「AC「G了(:CC7GC「G
FYAMKA艘PT.PEIL5しL
1790
Fig・10・Determ董na輔onof書helr8nscrip重ions重8rtsi重efOr'4ごbypr藍merex重ension,盟singa19merco皿plemen訟ry重ont
1768to1786,c①腿n"ng丘om重he互 ωRls虻eofchromosomamNAof5;鍬 卿 加 ω漁 〃2se"凹en。ed.TheRNAprep繊io皿(30
ｵg)extractedfromthecellsof3h-cultivationwasusedforprimerextension.PanelA(laneS)showsgelelectrophoresisofthe
primerextensionproducts(Product1,Product2,andProduct3).Thesequenceshownnexttothesequencingge(iscomple-
mentarytothatdisplayedinpanelB.Thesingle,doubleandtripleasterisksindicatethebasescompiementarytothe5'endofthe
transcriptforS1,S2,andS3,respectively.PanelBpresentsthenucleotidesequence(nt1451to1790)containingtheputative
promotersite(一35region)forORF2andthebeginningofldc.Thedashedarrowindicatestheregioncomplementarytotheprimer
used.Thetranscriptionstartsites(T,G,andT)determinedhere(nt1558,1516and1515)azeindicatedbyS1,S2,andS3.
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Fig.12.1,ineweaver-Bmrkplotsoflysinedecarboxylase(A,B)andornithinedecarboxylase(C,1))
activitiesofthepurifiedLDCpreparationwithorwithoutinhibitors.Inhibitors;DFMLandDFMO
wereusedforAandC,andBandD,respectively.
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のS.ruminantium
S.cerevisiae
N.crassa
T.brucei
C.elegans
匿ouse
1:MKNFRLSEKEVK12
1:MSSrrQVGNAしSSSTT7LVDLSNSTVτQKIくQYYκDGETLHNLLL-ELκNNQDLELLPHEqAHPK-IF響qAUくARIGRINNE77
1:MVMPTVVSD騨RMGTIDF工DY'「NN-HVFSK一一CQT-DSLN丁VNNGSLKHDDYしHGLAN6KLVAKqMIGDAしRQRVE51DSE75
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Fig.11.Aminoacidsequencea且ig疑mentoft恥eLDCfセom畠 π燃 伽 π伽 擢witぬtheorni伽ne
decarboxy墓asesofvario腿seucaryotes.TheLDCofSrμ履 紹 η珈 〃exhibitsimila撤y(60%)to
eukaryoticomithinedecarboxylases(ODCs)includingODCof甜oo加γo〃ザoθ50ε7θv∫5ゴoθ,ハ吻rα 竃ρom
crassa,Trypanosomabrucei,Caenorhadbitiselegans,andMouse.ThereisnohomologybetweenLDC
ofS.ruminantiumandtheotherbacterialLDCsandODCs.Theconsensuslinedisplayedbelowthe
alignedsequencesdepictsidenticalaminoacidsasasterisks,withconservedresiduesshownasdots.
AminoacidsrequiredforformationoftheactivesiteofODCsareboxed.
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Table2.Comparisonoftheaminoacidsequencesconferringthesubstrate
speci五ci重yuponeu㎞ryoteOI)Csor瓜躍 〃伽4π 露麗初L、DC.Aminoacidresidues
requiredforformationoftheactivesiteofmouseODCareshaded.
RegionI
Residuenumber
Enzyme
41 46 51 55
MouseODC
S.ruminantiumLDC
Bo麗 ム
LPR
LPR
V62T63p64
A44G45V46
Bo竃B
FYA
FYA
V68K69C70Np72S73
M5⑦徽箋奔≒A52NP54T55
RegionII
Residtaenumber
Enzyme
316 321 326
30竃c
MouseODC
&ア翼〃2'顯η寵24〃2][,DC
SS
ST
1355W356G
F3186319G
P
P
L363
8326;鎌1
Table3.Kineticparametersforthedecarbozyrationoflysineandornithinebywild
霊ypeandm腿伽 重H》CsandmouseODC
Enzyme
塩 幅 軸t侃m
lysineornithinelysineornithinelysineornithine
Substrate
specificity
MouseｮDC* 5.2
mM
0.090 1.8
3一'
7.8
〃一'3騨'
35087000 250
WildtypesLDC
襲縫i鞍響嚢蒙藝 襲暴.
A52C
A52C/P54D
MSOV/A52C/P54DIT55S
1。5
3.0
壌.9'
5.7
2.4
3.6
奏鶏紹灘纏箋糎麺鯉緯蓼薄…1:ii8.0
0.96
o.ss
1.3
2。1
1.6
4.5
3.1
16
13
10
16
VsV
2.6
9.8
8.6
8.4
7.0
13
7.2
4.7
14
11000
4300
5500
2900
2900
700
1200
8900
8600
5500
6300
4500
1000
4700
0.83
難
1.0
鞍 葺
1.6
1.5
EachreactionwascarriedoutinO.5Msodiumacetatebuffercontaining50ｵMPLPandO.1%CHAPS,pH6.0,
at30て⊇.Thesubstmtesp㏄ificitywasdefinedastheratioof娠偶nvaluewithomithlnerelativeto塩atwith
lysineassubstrate.
*Ref.:A.L.Ostermanetal.,J.Biol.Chem.,Z70,11797-11802(1995).
一718一
論 文 審 査 結 果 要 旨
ヒツジのルーメ ン内か ら単離 されたグラム陰性の偏性嫌気性細菌SeZεπo瀧oπαs彫濡加απ伽 配のペ プ
チ ドグ リカンには,ジ ア ミンの一種であ るカダベ リンが共有結合 してお り,外 膜の安定化 な らびに細胞
分裂 に重要 な役割 を演 じている。 カダベ リンを合成す るリジ ン脱炭酸酵素(LDC)は,一般 に酸 性条件 や
リジ ンによる誘導酵素 として知 られていたが,本 菌のLDCは構成的な酵素であ り,分 子量な どの物理化
学 的性質 も既知 のLDCとは異なっている。 さらに,本 酵素 は リジンだけでな くオルニチ ンも基質 として
認識 し,プ トレシンを生成す る機能 も有 してお り,現 在報告 されているアミノ酸脱炭酸酵素の中では2つ
のア ミノ酸 に同程度 に作用す る唯一の酵素であ る。 これ らの特徴か ら,本LDCは 他 の細菌の もの とは進
化 的な起源が異 なる新規の酵素 である ことが期待 され ていた。
本研究 において,本 研究者は以下の事項 を明 らか に した。(1)まず,煩 雑であ った本酵素の従来 の精製
法 に改良 を加 えて新 しい精製法 を確立 し,2倍 の収量 で得 たLDCの精製標 品を用いてN末 端お よび内部
ア ミノ最配列 を決定 した。(2)得られたア ミノ酸 配列 の情報 をもとにPCRによって本 酵素遺伝子 を含 む
3,858bpの塩基配列 を決定 し,そ の特性 と本酵素 の一次構造 を明 らかに した。(3)本酵素め推定 ア ミノ酸
配列393残基は,既 知 の細菌の酵素 とではな く,真核生物の オルニチ ン脱炭酸酵素(ODC)と約60%の相同
性 を有 し,活 性 中心形成に重要 なア ミノ酸残基 もすべて一致 してい るこ とが判 明 した。細 菌における真
核型ODC様酵素の存在の報告 は これが初め てであ るが,全 ゲノム配列が報告 されてい る2種の好熱細菌
を含め,真 正細菌の中に真核型の酵素 を持つ一群があ ることが示唆 された。(4)菌体の生 育に伴 うLDC活
性 の厳密な発現調節 について,酵 素 タンパ ク質量 およびmRNA量 の変動 をWestemおよびNorthernblot
によ り解析 し,定 常期初期 に起 こる活性の急激 な低 下が,酵 素 タ ンパ ク質の速 やか な分解 によるこ とを
明 らかに した。(5)本酵素 とオルニチ ンに高い特異性 を示す真核生物 のODCのア ミノ酸配列 の比較 か ら,
本酵素の リジ ンとオルニチ ンの識別 に関わ るア ミノ酸残基 を推定 し,部 位特異的変異法 に よりLDC変異
酵素 を作製 して基質特異性の変化 を解析 した。補酵 素結 合部位 周辺の4ア ミノ酸残 基A44G45V461P54
を,マ ウスODCの ア ミノ酸残基V62T63P64!D72に置換 す ることで,野 生型 に比べ てオルニチ ンに対 す
る特異性が4。6倍高 まった,オ ルニチ ンを優先的 に認 識す る変異酵 素の作成 に成功 した。
以上のように本研 究は,S.rπ鵬加απ伽mLDCの 遺伝子 の構造 を解明 し,本酵 素の活性発現調節機構,
及 び2つのア ミノ酸 を認識す る機 能 と構造に関 して検討 した ものであ り,審査 員一同は,本 研究者 に博士
(農学)の学位 を授与す るの に値す るもの と認定 した。
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